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摘要 
I  
摘要 
细胞凋亡和细胞坏死是最主要的两种细胞程序性死亡方式，在个体生长发育、
内环境稳态维持以及众多生理和病理过程中发挥着重要作用。由于细胞坏死和细
胞凋亡具有截然不同的特征，它们会造成截然不同的生物学结果，因此，细胞死
亡方式的选择受到极其严密的调控。这两种死亡方式不是相互孤立的，而是存在
着相互联系、相互竞争的关系，在特定的条件下还可以相互转化。大量遗传学的
证据表明，细胞凋亡可以抑制细胞坏死，这对胚胎的正常发育至关重要；然而人
们对于细胞坏死如何抑制细胞凋亡却一无所知。 
肿瘤坏死因子（TNF）可以分别通过死亡诱导信号复合体（DISC）或坏死小
体（Necrosome）诱导细胞凋亡或细胞坏死。分子层面上，DISC 和 Necrosome 之
间的相互转化决定了细胞在 TNF 刺激下是走向凋亡还是坏死。已有研究表明，
细胞凋亡的核心分子 caspase-8 可以通过剪切作用抑制坏死小体诱导的细胞坏死。
我们在 L929 细胞中研究发现，在 TNF 信号通路中，坏死小体的核心成分受体相
互作用蛋白 1（RIP1），RIP3 和混合系蛋白激酶样结构域蛋白（MLKL）分别在
上游和下游以不同的机制抑制细胞凋亡。RIP1 可以阻滞 TRADD-FADD-caspase-
8 复合体结合到 TNF 受体 1（TNFR1）上，从而抑制快速的细胞凋亡的发生。
90kDa 核糖体 S6 蛋白激酶 1（RSK1）是我们新鉴定的坏死小体的组分，它可以
通过磷酸化 caspase-8 的 T265 位氨基酸，抑制其活性，从而抑制细胞凋亡。TNF
诱导 RSK1 募集到坏死小体上需要同时依赖于 RIP3 和 MLKL。与 RIP3 和 MLKL
不同的是，RSK1 并不负责转导细胞坏死的信号，而是通过抑制 caspase-8 的活
性，减少 RIP1 的剪切，从而保证细胞坏死的进程。 
我们的研究表明，坏死小体具有双重功能：一是转导细胞坏死信号使细胞走
向坏死；二是抑制 caspase-8 的活化从而保障细胞坏死的进程。本论文的研究阐
明了细胞坏死抑制细胞凋亡的分子机制，为临床上开发细胞死亡相关疾病的治疗
策略提供理论依据。 
 
关键词： 细胞凋亡；细胞坏死；坏死小体；受体相互作用蛋白 3；90kDa 核
糖体 S6 蛋白激酶 1 
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II  
Abstract 
Apoptosis and necroptosis are morphologically distinct programed cell death 
processes and both paly essential roles in development, homeostasis and many 
physiological and pathological conditions. The apoptosis and necroptosis pathways are 
intrinsically interconnected, able to suppress each other and also switch into each other. 
While there has been significant progress in our understanding of suppression of 
necroptosis by apoptosis pathway in the past few years, to date little is known about the 
mechanisms used by the necroptosis pathway to block apoptosis. 
Tumor necrosis factor (TNF)-induced apoptosis and necroptosis are mediated by 
death-inducing signaling complex (DISC) and necrosome, respectively. The inter-
conversion of DISC and necrosome determines whether apoptosis switches into 
necroptosis or vice versa. It is known that caspase-8 has suppressive effect on 
necrosome-dependent necroptosis. Here we show that the key components of 
necrosome, receptor-interacting protein 1 (RIP1), RIP3 and mixed lineage kinase 
domain-like (MLKL) sequentially suppress apoptosis by distinct mechanisms in L929 
cells. RIP1 limits the recruitment of TRADD-FADD-Caspase8 complex to TNFR1 to 
suppress the quick induction of TRADD-dependent apoptosis. The 90 kDa ribosomal 
S6 kinase (RSK1) is a newly identified constituent of necrosome and it inhibits caspase-
8 activity by phosphorylating it on T265. TNF-induced recruitment of RSK1 to 
necrosome requires RIP3 and MLKL. Unlike RIP3 and MLKL, RSK1 does not mediate 
the signaling transduction of necroptosis, but functions to prevent RIP1 from cleaving 
by caspase-8 and ensure necroptosis signaling. These findings suggest that necrosome 
exhibits a dual role: it renders cells to undergo necroptosis and it inhibits caspase-8 
activation to ensure necroptosis induction. 
In this report, we uncover the molecular mechanism that how necroptotic pathway 
suppress apoptosis which provides theoretical basis for the development of therapeutic 
strategies aimed at cell death related diseases. 
Key words: Apoptosis, necroptosis, necrosome, RIP3, RSK1 
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第一章 前言 
1.1 细胞凋亡和细胞坏死概述 
凋亡还是坏死，这是细胞死亡时面临的一个问题。 
细胞死亡是一种普遍存在的、非常重要的基本生物学现象，它在个体生长发
育、内环境稳态维持以及众多生理和病理过程中都发挥着重要作用。根据细胞死
亡时形态学上的特征差异，可以将细胞死亡分为细胞凋亡（Apoptosis）和细胞坏
死（Necrosis）两大类[1]。 
细胞凋亡是一种程序性细胞死亡（Programmed Cell Death），发生在机体生长
和发育的各个阶段。细胞凋亡在维持组织的机能和形态、胚胎的发育及形态建成、
机体的防御反应、细胞衰老、肿瘤的发生发展等生命过程中扮演重要角色。凋亡
细胞的特征主要包括：（1）细胞伪足收缩，细胞变圆，体积缩小；（2）染色质固
缩、断裂；（3）核酸内切酶活化，导致染色质 DNA 在核小体连接部位断裂，形
成约 200bp 整倍数的核酸片段，凝胶电泳图谱呈梯状，即核酸片段化；（4）细胞
膜以“出芽”方式形成包裹着细胞质、染色质和细胞器的小泡，即凋亡小体；（5）
凋亡细胞的膜结构保持完整，形成的凋亡小体被吞噬细胞清除，没有细胞内容物
释放，一般不会引起机体的炎症反应
[2]
。 
细胞坏死在早期的研究中被认为是一种由化学因素（如强酸、强碱、有毒物
质）、物理因素（如高温、辐射）或生物因素（如缺氧、病原体感染）等环境因
素引起的细胞死亡现象，是一种被动的、不受机体调控的死亡方式。但是，随着
研究的深入，越来越多的证据表明，细胞坏死也是一个受到一系列严密调控的过
程；它和细胞凋亡一样，在胚胎发育、免疫反应及多种生理病理过程中扮演重要
角色。因此，人们将这种受到调控的坏死称为程序性细胞坏死（Programmed 
Necrosis，或 Necroptosis）[3]。为避免造成歧义和叙述方便，如无特殊说明，本文
之后所述细胞坏死均指程序性细胞坏死。 
细胞坏死有明显区别于细胞凋亡的一系列特征：（1）细胞质透明化，线粒体、
溶酶体、内质网等细胞器肿胀破裂；（2）核膜膨大破裂，染色质固缩或断裂；（3）
细胞肿胀，体积增大，最后细胞膜破裂；（4）细胞内容物释放，引起周围组织炎
症反应。图 1.1 中显示的是细胞凋亡和细胞坏死的电镜照片。 
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图 1.1 凋亡细胞（a）和坏死细胞（b）形态学上的差异[3] 
Fig. 1.1 The different morphology between apoptotic (a) and necrotic (b) cells 
 
1.2 细胞凋亡和细胞坏死的机制 
1.2.1 Caspase——细胞凋亡的执行者 
我们对细胞凋亡分子机制的认识是建立在对秀丽隐杆线虫（Caenorhabditis 
elegans）发育机制的研究上[4]。线虫在发育过程中会产生 1090 个体细胞，其中
131 个体细胞会在发育的过程中程序性地走向凋亡。Horvitz 及其同事研究发现，
在线虫发育过程中凋亡的 131 个细胞受到少量基因的调控，他们把这些基因命名
为细胞凋亡缺陷（Cell death defective,Ced）；之后研究者克隆出了其中的一个基
因 Ced3,发现它是一个含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶（Cysteinyl protease 
cleaving at the carboxyl side of an aspartic acid, Caspase），并且这个基因从线虫到
哺乳动物都是保守的
[5]
。在这之后，大量 Ced-3 的同源基因及这些蛋白水解酶的
底物被发现，使细胞凋亡的研究成为近二十几年最热门的领域之一。 
1.2.1.1 Caspase 简介 
Caspase 是一类高度保守的存在于细胞质中的水解酶。Caspase 家族成员的一
个重要共同特征就是它们的蛋白酶活性位点都含有半胱氨酸，并且它们都特异性
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地剪切天冬氨酸残基后面的肽键。这个特征使 caspase 可以高度选择性地切割某
些蛋白，使该蛋白活化或失活，从而在胚胎发育过程中扮演重要角色，并且调控
多种生理过程，如细胞凋亡、细胞分化、细胞增殖、炎症反应等
[6]
。Caspase 家族
的首个成员是在 1989 年被鉴定的，它是一个能够剪切 IL-1β 前体的蛋白酶，随
后被克隆并命名为 caspase-1[7, 8]。Horvitz 等人在研究线虫细胞程序性死亡的过程
中鉴定并克隆了执行细胞程序性死亡的关键基因 Ced-3，并证实 Ced-3 是一种蛋
白水解酶
[5]
。这项研究极大地促进了其它物种尤其是哺乳类动物中细胞程序性死
亡的研究，大量的 Ced-3 同源基因相继被发现，并被命名为 caspase。截至目前，
在人类细胞中总共发现了 11 个 caspase。根据这些 caspase 不同的结构和功能，
可将其分为两大类(如图 1.2)：（1）促凋亡的 caspases (Proapoptotic Caspases)，包
括 caspase-2,-3,-6,-7,-8,-9,和-10；（2）促炎性的 caspases (Proinflammatory Caspases)，
包括 caspase-1,-4,和-5。Caspase-14 比较特殊，它只在皮肤的角质细胞中表达，影
响角质细胞的分化。促凋亡的 caspases 以级联放大的方式剪切大量的细胞蛋白，
最终导致细胞凋亡的发生，根据级联反应的上下游关系，又可将促凋亡的 caspases
细分为两类：起始者（initiators）和执行者（effectors）[9]。 
图 1.2 Caspases 结构特征及其分类[9] 
Fig.1.2 Domain structure and functional classification of mammalian caspases 
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